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論 文 内 容 要 旨
緒言
血管、肺 、靭 帯な ど、生体 内で弾性 を必要 とす る組織、臓器が生理的 に
働 くために必 要な弾 性線維 の主 成分であるエ ラスチ ンは、高濃度存在す る リ
ジ ン由来 の架橋構造 と、高度 な疎水性 ペプチ ド配 列 を有 した特異的な細胞外
マ トリックスタ ンパ ク質 であ る ことが 知 られて いる(1)。 特 に、 エラスチ
ンの特 性発現 には4級 の ピ リジニ ウム環 式架橋 で あるデ スモ シンおよびイ
ソデスモ シンの存 在 が重要で あ る(2-4)。 エ ラスチ ン架 橋構築 の初期 段階
は、 リジルオ キシダーゼ による リジン残基 の酸化 的脱 ア ミノ化反応 によ り、
アルデ ヒ ドを持 つ ア リシ ンが 生成す る ことか ら開始 され(5)、1級 ア ミン触
媒下 でのア リシ ン残基 の アル ドール縮合反応 に よるア リシ ンーアル ドー ルの
生成(6)、 および ア リシ ン残 基のアルデ ヒ ドと リジ ン残 基 の ε一 ア ミノ基の
間で のアミノカルボニル反応 によるシヅフ塩基架橋で あるデ ヒ ドロリジ ノノ
ル ロイ シ ンが 生成す る(7)。 そ の後 、脱水 お よび縮合反 応 を繰 り返す ことに
よって、デ スモ シ ンお よ びイ ソデ スモ シ ンとい った架 橋 ア ミノ酸 が生成 し
(Fig.1)、 高度な架橋構造 を構築す る(8,9)。
エラスチ ンは動脈壁 をは じめ、項靱帯、肺、皮膚な ど弾性 を必要 とす る結
合組織 に広 く存在 し、量的に はコラーゲ ンにつ いで多 く存在す る。特 に、動
脈 にお けるエ ラスチ ンの存在はその伸縮性 と形態 の保持や血流 に対す る力学
的強度に寄与 して いるた め、エ ラスチ ンが 損傷 され ると様 々な疾病 を引き起
こす ことにな る。他の細胞外マ トリックスタ ンパ ク質 とは違 って、エラスチ
ンは誕生後 、発達 段階の組織 においてほ とん ど全てが合成 され、成熟後 は代
謝 回転が極めて遅 いため、加齢お よび病 的な状態では質的お よび構造的変化
を受 けると考 え られて いる。 しか し、現在 まで、エ ラスチ ンそ のものの量的
な変化 以外 の研究 は行 われていない。
本研究 では、エ ラスチ ンよ り分離 同定 した4つ の新規 な架橋 ア ミノ酸(デ
スモ ピリジ ン、イ ソデスモ ピリジン、オキソデスモ シン、イ ソオキ ソデスモ
シン,Fig.2)が 、構造 的解釈 か ら生体 内において異常 を示す異常架橋で ある
と考 え られ たため、その構造 と生成機構 の解 明 を行 った。
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第一章 エラスチ ン架橋構造構築の出発物質であるアリシンの定量法の開発
エ ラスチ ン架橋構築 の初期段階 は、 リジルオキ シダーゼ による リジ ン残
基 の酸化 的脱 ア ミノ化反応 によ り、 アルデ ヒ ドを持つ ア リシ ンが生成す る こ
とか ら開始 され るが 、現在 まで確実な定量法は 開発 されてお らず 、エ ラスチ
ン架橋研究 の障害 となってきた。
そ こで本章で は、ア リシ ンのHPLCに よ る定量:法の開発 を行 った。
1.1)p-creso1に よ る ア リシ ン の 誘 導 体 化
1分 子 のカルボ ニル 化合 物 と2分 子 のフ ェノール化 合物 の酸 条件下 での脱水 縮合 反応
は、ビスフェノールAの 生成反応 としてよ く知 られてい る。 ビス フェノール による定量化
の方法 は本研究室で 開発 された が(10)、 本研究 では本法 を改 良 して か ク レゾール を用 いる
ことによ り、酸加水分解 の条件下(6NHCI,110℃,48h)で アリシンービスーp一ク レゾール
誘導体(2-amino-6,6-bis(2-hydrσxy-5-methylpheny1)hexanoicacid,APC)を 定量
的 に生成す る事が明 らか にで きた(Fig.3)。
1.2)APCのHPLCに よ る 分 析
UVス ペ ク トルか らAPCは 、282.2nmに 吸収極 大値 を持つ ことか ら、UV検 出によ
るHPLCに よってア リシンの定量、分析が可能 とな った 。種 々の分析条 件を検討 した結果 、
Fig,4に 示 した分析条件 を設定 した。
1.3)ア リ シ ン の 誘 導 体 化 反 応 の 最 適 化
ア リシンの か ク レゾールによる誘導体化 は、酸加水分解 の条件下(6NHC1,110℃)
で行 った。反応条件(反 応時間 、p一ク レゾール 濃度)を 検討 した結果 、Fig.4に 示 した反応
条 件が ア リシンを誘導体化す るための最適条件であ ることが分か った。本法 による標品APC
の分析 では 、検 出限界 値 は58prno1/20μlirオection,定 量 限界値 は115pmol/20μl
irσectionで あ り、また項靱帯 エ ラス チン5～200mgの 範囲で非常 に定量性 の良い結果が得
られ た(Table1)。




の約3倍 、イ ソデスモ シンの約4倍 で あった(Table2)。
1.5)ラ ッ ト大 動 脈 エ ラス チ ンに お け る ア リシ ン含 量 の 加 齢 変 化
本法により、ラット大動脈エラネチンにおけるアリシン含:量を分析 した結果、離乳前





牛項靱帯エ ラスチ ンよ り分離 した分子量396の 新規 な2種 の架橋ア ミノ酸 を分離 した。
各種NMR分 析 の結果か ら、それぞれ3,4,5一 、2,3,5一 に分 岐 した ピリジン骨格 を有 してお
り、デスモ シン、イ ソデスモ シンに構造が類似 して いる ピリジ ン環 架橋構造 をもつ事 が明
かとな り、デス モピ リジン(DEsP)、 イ ソデスモ ピリジ ン(IDP)と 名付けた(Fig.6)。
2.1)デ ス モ ピ リ ジ ン 、 イ ソ デ ス モ ピ リ ジ ン の 分 離 お よ び 同 定
DESPお よ びIDPは 、 各 種NMR分 析 の 結 果 か ら 、 そ れ ぞ れ4一(4-amino-4-
carboxybutyl)一3,5-di一(3-amino-3-carboxypropyl)一pyridine,2一(4-amino-4-
carboxybutyl)一3,5-di一(3-amino-3-carboxypropy1)一pyridineと 同 定 し た(Fig.7,8)。
特 に ピ リ ジ ン 環 の 環 プ ロ トン の シ グ ナ ル か ら前 者 と 後 者 の 構 造 と 違 い が 明 ら か に で き た 。
2.2)デ ス モ ピ リジ ン 、イ ソデ スモ ピ リジ ンのHPLCに よ る分 析
DESPお よびIDPは 、それぞれ265nm、273nmに 吸収極大値を持つことから、UV
検出によるHPLCに よって定量、分析が可能であった。種々の分析条件を検討 した結果、
Fig.9に 示した分析条件を最終的に設定した。
2.3)ア リ シ ン と ア ン モ ニ ア に よ る チ チ バ ビ ン 反 応(Chichibabine
reaction)に よ るデ ス モ ピ リジ ンお よ びイ ソデ ス モ ピ リジ ンの 生成
アルデヒド、ケ トン、α,飾不飽和アルデヒドとアンモニアの縮合反応によりピリジン
化合物が生成する反応はチチバ ビン反応として知られている。DESPお よびIDPは 、共に
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ピリジ ン骨格 を有 してお り、それぞれ エ ラスチ ン成熟 架橋で あ るデ スモ シン、イ ゾデスモ
シンに構造が類似 して いる ことか ら、そ の生成 にエ ラスチ ン架 橋構築 の出発物 質であ るア
リシンとアンモニ アが 関わ っていると推察 された(Fig.6)bそ ζで、「牛項靱帯エ ラスチ ン(50
mg)を 高濃度 の塩化 ア ンモニウム(1M)と 共 に試 験管 内で反応 させた。反応 後 のエ ラスチ ン
にお けるア リシン、DESPお よびIDPの 分析は、それぞれFig.4、Fig.9に 示 した条件でHPLC
によ り行 った。反応後 エラスチ ンにお けるDESPお よびIDP含 量 は、反応時間 と共 に徐々
に増加 し、ア リシ ンは逆 に減 少 した(Fig.10)。37℃ で28日 間の反応 の結果 、DESPお
よびIDPは それぞれ0.17nmo1/mgelastin、0.44nrno1/mgelastin増 加 し、 アリシンは
1.87nmol/rngelastir1減 少 した。DESPお よびIDPがFig.6に 示 したように1モ ル のア リ
シンと3モ ル のア ンモ ニ アのよ るチチバ ビン反応に よ り生成す る と仮定 した場合、0.17×3
+0.44×3=1.83nmo1/mgelastinの アリシンが減 少する と推察 され、 この値 は実験 値 と
非常 に近 い ことがわか った。60℃ で14日 間の反応の結 果、DESPお よびIDPは それぞ れ
0.80nmOl/mgelastir1、1.66nmol/mgelastin増 加 し、IDP/DESP比 は約2.0で 、 フェ
ニ ル ア ル デ ヒ ドを 用 い た モ デ ル 反 応 で 生 成 す る2,3,5-trisubstituted/3,4,5-
trisubstitutedpyridine比 と一致 した。
一方 、四級 の ピリジニウム化合物 の熱分解 反応 であ るホ フマ ン分解 によっ ても ピリジ
ン化合物 の生成す る反応 が知 られ ているが、本反応 によ るDESPお よびIDPの 生成は起 こ
らない事 が確認 された。
2.4)生 体 内 で のデ ス モ ピ リジ ンお よび イ ソデ ス モ ピ リ ジ ンの 生 成
ラットに四塩化炭素を約4週 間腹腔内注射し、肝硬変を起 こさせることによって高ア
ンモニア血症 ラッ トを作成 した。大動脈エラスチンを分析 した結果、アリシン含量は低下
し、IDPは 有意に増加 した(table3,p<0.05)。 一方、DESPは コン トロールラットおよび
高アンモニア血症ラッ ト共に検出されなかった。
2.5)牛 組 織 エ ラス チ ンお よ び ヒ ト大 動 脈 エ ラス チ ン にお け る デ ス モ ピ リ
ジ ンお よ び イ ソデ ス モ ピ リジ ンの分 析
牛組織エラスチンにおけるDESP、DP、 デスモシン(DES)、 イソデスモシンσDE)、
アリシンおよびアリシンーアル ドール含量を分析 した結果(table4)、DESお よびIDE含
量に比較するとDESPお よびIDP含 量はどの組織エラスチンにおいても微量であるが、大




にDESP/DES比 およびIDP/IDE比 の加齢変化 を調べた(Fig.11)。DES、IDE、 ア リシン
および ア リシンー アル ドールは加齢 と共 に減少 し、DESP、IDPは 加齢 と共に増 加 した。




れた新規な2種 の架橋は、各種NMR分 析の結果かち、ジヒ ドロオキソピリジン骨格を有
してお り、デスモシン(DES)、 イソデスモシン(IDE)に 構造が類似 していることか らオキソ
デスモシン(OXD)、 イソオキソデスモシン(10XD)と 名付けられている(12)。 しかし、そ
の生成反応は未解明であった。 これ ら2種 のジヒドロオキソピリジン架橋の構造的解釈か
ら、その生成に活性酸素種であるヒドロキシラジカル(●OH)に よる酸化反応が関わって
お り、OXDお よび10XDが それぞれDESお よびIDEの ●OHに よる酸化による解裂反応
の中間体であると推察された(Fig.12)。 エラスチンの安定架橋であるDEsお よびIDEの 活
性酸素種による分解は知 られていない。
3.1)オ キ ソデ ス モ シ ンお よび イ ソオ キ ソデ ス モ シ ンのHPLCに よ る分 析
OXDお よび10XDは 、それぞれ265nm、310㎜ に吸収極大値を持つことから、UV
検出によるHPLCに よって定量、分析が可能であった。種々の分析条件を検討 した結果、
Fig.13に 示 した分析条件を設定した。
3.2)牛 組 織 エ ラス チ ンに お け る オ キ ソデ ス モ シ ンお よ び イ ソ オ キ ソデ ス
モ シ ン の分 布
牛組織エ ラスチンにおけるOXDお よび10XD含 量、 またOXD/DES比 および
10XD/IDE比 は、HPLCの ピーク面積か ら相対的に定量 し、その結果OXDお よび10XD
含量は項靱帯、脾臓に多 く存在 し、OXD/DES比 および10XD/IDE比 は調べた大動脈に
おいて最も低いことが明 らかとなつた(table5)。
3.3)金 属 触 媒 型酸 化 シス テ ム(metal-catalyzedoxidationsystern,MCO
systern)を 用 い た エ ラ ス チ ン の酸 化 に よ る オ キ ソ デ ス モ シ ン 、 イ ソオ キ ソ
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デ ス モ シ ン 、 デ ス モ シ ン お よ び イ ソ デ スモ シ ン含 量 の 変 化
構造お よび組織分布 か ら、OXDお よび10XDの 生成 に活 性酸素種であ る'OHに よる
酸化反応が 関わ って いる と推察 され たために、一般 に'OHの 研究 に用 い られ るMCOsystem
(Cu2+/H202,Fe2+/H202)を 使 い牛大動脈 エ ラスチ ンを酸化 した。 エラスチ ンの酸化 に
際 し、パ ラメー ター と して過酸化 水素濃度(table6)、pH(table7)、 反応 時間(Fig.14)を
考慮 して 実験 を行 った。 どち らのMCOsystemに お いて も過酸 化水 素濃度 の増加 と共 に
DESお よびIDE含 量が減少 し これ らの安定架橋の分解 の起 こる ことが確認 された。また、
一方、DESがIDEに 比較 して分解 反応 の起 こりやす い事 が明 らか となった。OXD含 量:は
Fe2+/H202、 すな わち フェ ン トン反応 によ り過 酸化水素 濃度 の増 加 と共 に増加す る傾向 が
観察 されたが、10XD含 量は どち らのMCOsystemに お いて も増加 しなか った。 これ ら架
橋含量 は反応溶液 のpHに 依存 してお り、 どち らのMCOsysternに おいて も明 らかに酸性
側 で分解 が進行 し、 中性 およ び弱 アルカ リ条 件下 で のフェ ン トン反応 お よび弱アルカ リ条
件下で のCu2+/H202に よ る酸 化反応に よ りOXD含 量は増加 した。また、DESお よびIDE
含量が減少 とOXD含 量 の増加 は、 どち らのMCOsysternに お いても反応 時間に依存 して
いる ことが分か った。
3.4)MCOsystemを 用 い た エ ラ ス チ ン の 酸 化 に よ る オ キ ソ デ ス モ シ ン の
生 成
3.3)の 実験 結果 か ら、OXDお よび10XDは 共 に弱酸性 条件下(Cu2+:0.1mM,H202:
50mM,pH6.8,24h)で のCu2+/H202に よ る酸化 反応 によ り、明 らかに分解 が進行 し、10XD
は検 出 されな い量 まで減 少 した 。そ こで、 この酸 化反応 によ り得 られ た酸化 エ ラスチ ンを
用 い、3.3)の実験結果 か らOXD含 量の増加が観察 され た反応条件 で、再度 酸化 を行 った(Fig.
15)。 弱 アルカ リ条件下(Cu2+:0.1mM,H202:50mM,pH8.4,24h)で のCu2+/H202に よる
酸化反応、お よび 中性(pH7.4)お よび弱アルカ リ条件下(pH8.4)で のフェン トン反応
(Fe2+:0.1mM,H202:50mM,24h)に よ り微量 のOXDは 生成 が観察 され たが、10XDは ど
ち らの反応条件 でもそ の生成 は観察 され なかった。
3.5)フ ェ ン ト ン 反 応 を 用 い た デ ス モ シ ン の 酸 化 に よ る オ キ ソ デ ス モ シ ン
の 生 成
牛項靱帯エ ラスチ ンよ り分 離 した純粋 なDESを3.3)の 実験 結果か らOXD含 量 の増加
が観察 された反応条件で 、酸化 を行った。弱アルカ リ条件下(Cu2+:0.1mM,H202:50mM,pH
8.4,24h)で のCu2+/H202に よる酸化反応、および 中性(pH7.4)お よび弱アル カ リ条件
下(pH8。4)で のフェン トン反応(Fe2+:0.1mM,H202:50mM,24h)ど ち らの反応条件で も
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OXDの 生成は観察 されなかったが、反応溶液をリン酸バッファーか ら水に変えることによ
り(Fig.16に 示 した反応条件下)DESか らOXDが 生成した。一方、10XDがIDEか ら生
成するという結果は得 られなかった。これは10XDがoxpに 比較して酸化分解を受けや
すいためと考えられた。
3.6)フ ェ ン トン 反 応 を 用 い た イ ソ デ ス モ シ ン の モ デ ル 化 合 物 か ら4一 ピ
リ ド ン の 生 成
MCOsystemを 用 いた酸化反応 によ り、10XDの 生成が確 認 されなか ったため、酸
化 反応 による10XDの 生成 の可能性 を明 らか にす るため に、グ リシンとプロパナールか ら'r
IDEの モデル化合物 、1一(1-carboxymethy1)一2-ethyl-3,5-dimethylpyridiniumbetaine
を合成 し、MCOsystemに よ り酸化 した。Fig.17に 示 した反応条 件下 の フェン トン反応 に
よ り10XDと 同 様 の 骨 格 を有 した1一(1-carboxymethyD-2-ethyl-3,5-dimethyl-4-
oxopyridineが 合成 され る ことが分 かった。 この結果 はIDEか らの10XDの 生成が起 こる





2.牛 項靱帯エ ラスチンより分離 した分子量396の 新規な2種 のピリジン架橋、デス
モピリジン(DESP)、 イソデスモ ピリジン(IDP)を 分離し構造を決定 した。生成はエラスチ
ン架橋構築の出発物質であるアリシンとアンモニアによるチチバ ピン反応が関わっている
ことが明 らかとなった。
3.牛 組 織 エ ラ スチ ン にお いてDESPお よびIDP含 量 は 、大 動 脈 に多 く存 在 し
DESP/DES比 およびIDP/IDE比 は高値を示 した。 また、 ヒ ト大 動脈 エ ラスチ ンにお いて
DESP/DES比 およびIDP/IDE比 は加齢 と共 に明 らかに上昇 した ことか ら、大動脈エ ラス
チ ンにお けるDESPお よびIDPの 存在 とDESP/DES比 およびIDP/IDE比 は、 アンモニ
アによ りダメー ジを受 けたエ ラスチ ンの化学的 な変化 の指標 となる と考 え られた。
4.牛 大動脈エラスチンより分離 した分子量465の 新規な2種 のジヒドロオキソピ
一626一
リジ..ン架橋、オキゾデスモシン(OXD)お よびイソオキソデスモ.シン(10XD)は 、それぞれ
デスモシン《DES)、 イソデスモシンαDE)の ℃Hに よる酸化によ り生成するこれ ら安定架
橋構造の解裂中間体であることが分か6た 。
5.不 溶 性 の エ ラ ス チ ン がCu2+/H202に よ る 酸 化 反 応 に よ り 、.DESか らOXDお よ び
IDEか ら10XDと い っ た 酸 化 解 裂 過 程 を 経 由 して 分 解 が 元 進 し 、OXDお よ び10XDが さ
ら に 分 解 さ れ る こ と に よ り、 可 溶 化 さ れ 、 組 織 の 脆 弱 化 の 一 因 と な る と考 え ら れ た 。
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5 10 15 zo 25 30 35
Tlme(min.)







Elastin*{mg} Peakarea(mean,n=3) Allysinelevel(nmol/mg) RSD#(%
5 33717 47.5t1.0 2.1
10 70203 47.oto.7 1.5
25 181664 4・7。4±0.5 1.1
50 356047 46.5tO.7 1.5
100 735463 47.3士L2 2.5
150 1108710 47.5f1.2 2.5









Ligamentumnuchae 47.4 14.2 12.1
.A
orta 32.0 12.1 10.1































































































































































































































































































































































































































































































































































LigamentumnuchaeO.29 0.59 47.4 11.0 14.2 12.1 2.0 4.9
Aorta 0.55 1.02 32.0 321 12.9 11.0 4.5 9.3
















































































































































































































































































































































































o 酌 彪.(A)s・1・h…6f・1・ 甜 ・(5mg鳳pH7・4)w・ ・ei・・ub・t・dwi血o・lmMc・2+㎝d
theconcentrati()nofH202.indicatedat37。Cfor24hL(B)Solutionsofelastin(5mg/ml,pH7.4)
were血cubatedwithO.5mMFe2+andtheconcentrationofH202indicatedat37。Cfk)r24hr.
Mea・ … ・nt・w・ τ・帥 ㎜ ・d・・d・・c伽di・Fig・13・ 伽 田・exp・ess曲 噴 紐ea(・1・5)P・ ・m箪






























































































































O・24祀72ロ ヱニ 　ほ ア　
1【cuba重iontime{hour8)lncubationtime(hours}

























































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
動物の細胞外マ トリックス(ESM)に おける代表的なタンパク質であるエラスチ ンは,分 子間および
分子内で リジルオキシターゼの作用を経る合目的な架橋形成反応が起 こり,不 溶性の高分子となって機
能している。すなわち,ESMの 架橋形成は動物の生体維持に必須の生理的反応である。したがって,架
橋形成 と架橋構造の先天的および後天的異常は,器 官の形態形成異常や機能低下を誘因し,様 々な疾患
の原因になるばか りでな く,老 化における器官の機能低下にも直接および間接的に関わっていると考え
られる。
本研究は,新 規なエラスチンの架橋アミノ酸を分離 し,そ の構造と生成機構を明らかにする事を目的
として行われた。その中で,牛 項靱帯エラスチンより,新 規な2種 のピリジン環式架橋アミノ酸 デス
モピリジンとイソデスモピリジンを発見 し,そ の生成機構を検討する事によって,血 中のアンモニアが
架橋構蘂 に関わる,チ チバ ビン反応 による異常アミノ酸であることが解明できた。その生成機構を調べ




わってお り,生 命維持に極めて重要な意味を持つ発見である。これらのことは,応 用生命化学分野にお
いて,高 く評価 される。 よって,博 士(農 学)の 学位を授与できるもの と判定 した。
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